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Resumo 

Introdução: O crescimento e progressão de tumores dependem da angiogênese, 

processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir de um endotélio vascular pré-

existente. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF ou VEGF-A) é um potente 

mitógeno de células endoteliais e o aumento de sua expressão é associado com 

crescimento tumoral e metástase. Entretanto, a seleção do sítio alternativo de splicing na 

extremidade 3’. do éxon 8 do gene VEGF resulta em uma família-irmã de isoformas, 

VEGF-Axxxb, que são anti-angiogênicas e downregulated em tecidos tumorais. 

Objetivo: Analisar quantitativamente a expressão de isoformas pró-angiogênicas e anti-

angiogênicas do gene VEGF em 50 amostras de carcinoma mamário e tecidos normais 

adjacentes e determinar o efeito de proteínas reguladoras no controle do evento de 

splicing do gene VEGF e das proteínas reguladoras de Splicing, SRPK1, SRp40, SRp55 

e ASF/SF2. Material e Método: A expressão das isoformas de VEGF-Axxx, VEGF-

A165b e das proteínas reguladoras de Splicing foram analisadas em PCR quantitativa em 

Tempo Real (qPCR) utilizando amostras de 50 pacientes com câncer de mama e 43 

amostras de tecido normal adjacente utilizados como controle. Os valores de Relative 

Quantification (RQ) foram utilizados nas associações com os subtipos moleculares e 

com metástase. Os dados foram submetidos ao teste da normalidade de D’Agostino e 

Pearson normality test utilizando o programa GraphPadPrismv.6. Os valores de 

quantificação relativa de RNAm (RQ) das isoformas de VEGF-A e das proteínas 

reguladoras de splicing em tumores foi analisada por Wilcoxon Signed Rank Test, uma 

vez que os dados não apresentaram distribuição normal. Correlação de Spearman foi 

utilizada para avaliar a correlação entre os níveis de expressão de RNAm entre as 

proteínas reguladoras e as isoformas de VEGF-Axxx e VEGF-A165b, onde valores de P ≤ 
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0,05 foram considerados significantes. Resultados: Expressão significativamente 

elevada de ambas as isoformas VEGF-Axxx (mediana de RQ = 7.7; P < 0,0001) e 

VEGF-A165b (mediana de RQ = 2.9; P<0,0001) foi observada em tumores de mama em 

relação aos tecidos normais adjacentes. Quando comparados os valores de expressão de 

VEGF-Axxx e VEGF-A165b por meio do Mann-Witney Test que não apresentou diferença 

significativa de expressão das isoformas em tumores (P=0,0.65). A expressão do RNAm 

da proteína SRPK1 foi significativamente elevada em tumores de mama em relação aos 

tecidos normais (P<0,0001). Para ASF/SF2, SRp55 e SRp40 o RNAm também 

apresentou expressão significativamente elevada nos tumores (P<0,0001). As proteínas 

ASF/SF2, SRp55, SRp40 e SRPK1 apresentaram correlação positiva com ambas as 

isoformas de VEGF-A. Encontramos também uma correlação positiva da proteína 

SRPK1 com todas as outras proteínas SR, principalmente com ASF/SF2. Conclusão: O 

mecanismo de splicing alternativo do gene VEGF-A resultando em isoformas anti-

angiogênicas bem como pró-angiogênicas indica que a investigação de mudanças 

quantitativas da molécula VEGF-A em câncer e outras doenças pode não ser suficiente. 

Conforme demonstramos, a expressão das proteínas reguladoras de Splicing aqui 

estudadas, foram todas positivas quando comparadas com as isoformas de VEGF-Axxx e 

VEGF-A165b.  

Palavras chave: Angiogenese, Carcinoma de mama, Splicing alternativo 
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Abstract 

Introduction : The growth and progression of tumors depend on angiogenesis , the 

process of formation of new blood vessels from a pre-existing endothelium . The 

vascular endothelial growth factor (VEGF or VEGF - A) is a potent mitogen for 

endothelial cells and increased expression is associated with tumor growth and 

metastasis . However, the selection of alternative splicing site in the 3 'end of exon 8 of 

the VEGF gene results in a sister family of isoforms , VEGF- Axxxb , which are anti- 

angiogenic and downregulated in tumor tissues . Objectives : To assess quantitatively 

the expression of isoforms pro- angiogenic and anti- angiogenic VEGF gene into 50 

samples of breast cancer and normal adjacent tissue and determining the effect of 

regulatory proteins to control the event splicing of the VEGF gene regulatory proteins 

and Splicing , SRPK1 , SRp40 , SRp55 and ASF/SF2 . Methods: The expression of 

VEGF–Axxx, VEGF-A165b isoforms  and Splicing regulatory proteins were analyzed by 

PCR quantitative real-time (PCRq ) using samples from 50 patients with breast cancer 

and 43 adjacent normal tissue used as controls . Values of Relative Quantification (RQ) 

were used in association with molecular subtypes and metastasis. The data were tested 

for normality D' Agostino and Pearson normality test using the program 

GraphPadPrismv.6 . The values of relative mRNA quantification ( RQ ) of the VEGF-A 

isoforms and splice regulatory proteins in tumors was analyzed by Wilcoxon Signed 

Rank Test , since the data is not normal distribution . Spearman correlation was used to 

evaluate the correlation between the levels of mRNA expression between regulatory 

proteins and VEGF-Axxx and VEGF-A165b isoforms where P values ≤ 0.05 were 

considered significant. Results: Expression significantly increased both isoforms of 

VEGF- Axxx (median RQ = 7.7, P <0.0001) and VEGF- A165b (median RQ = 2.9 , P < 
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0.0001) was seen in breast tumors compared to adjacent normal tissues . Comparing the 

values of expression of VEGF- A165b and VEGF - Axxx by the Mann -Whitney test that 

showed no significant difference in expression of isoforms in tumors ( P = 0.065 ) . The 

mRNA expression of SRPK1 protein was significantly elevated in breast tumors 

compared to normal tissue (P < 0.0001). For ASF/SF2, SRp55 and SRp40 mRNA 

expression also showed significantly elevated in the tumors (P < 0.0001). Proteins 

ASF/SF2 , SRp55 , SRp40 and SRPK1 showed positive correlation with both isoforms 

of VEGF -A . We also found a positive correlation SRPK1 protein with all other SR 

proteins , mainly ASF/SF2. Conclusion: The concept of alternative splicing of the 

VEGF-A gene results in isoforms anti- angiogenic and pro- angiogenic research 

indicates that the quantitative changes in VEGF-A molecule in cancer and other 

diseases may be insufficient . As shown, the expression of splicing regulatory protein 

studied here were all positive as compared to the VEGF-A165b and VEGF- Axxx 

isoforms .  

Key words: VEGF, Breast Cancer, Splicing 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 2 ___________________________________________________________Introdução 

1. Introdução 

As pesquisas em câncer têm avançado rapidamente nas últimas décadas, 

mostrando ser uma doença que envolve alterações dinâmicas no genoma.
(1)

 O grande 

objetivo no campo oncogenômico é tentar responder questões clinicamente relevantes, 

como quais tumores permanecerão inativos, quais pacientes necessitarão ou não de 

terapias sistêmicas e quais fármacos deverão ser utilizadas.
(2) 

Os fatores de risco 

relacionados à vida reprodutiva da mulher (menarca precoce, nuliparidade, idade da 

primeira gestação a termo acima dos 30 anos, anticoncepcionais orais, menopausa tardia 

e terapia de reposição hormonal) estão bem estabelecidos em relação ao 

desenvolvimento do câncer de mama. Além desses, a idade continua sendo um dos mais 

importantes fatores de risco. As taxas de incidência aumentam rapidamente até os 50 

anos, e posteriormente o mesmo se dá de forma mais lenta. Essa mudança no 

comportamento da taxa é conhecida na literatura como "Clemmesen´s hook", e tem sido 

atribuída à menopausa.
(3)

 

As estratégias de prevenção primária no controle dessa neoplasia ainda não é 

totalmente possível devido à variação dos fatores de risco e as características genéticas 

que estão envolvidas na sua etiologia. Os fatores genéticos são reconhecidos como 

contribuidores do risco de desenvolvimento do câncer de mama.
(4)

 Tecnologias 

aplicadas aos estudos de DNA, RNA e do perfil das proteínas, podem ser usadas para 

retratar um fenótipo detalhado do tumor.
(2;5)

 O carcinoma de mama é a neoplasia 

maligna mais freqüente em mulheres em todo mundo,
(6-7)

 com incidência mundial 

crescente.
(8)

 A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de câncer em mulheres são de 

mama. No Brasil, o câncer de mama é o que mais causa mortes entre as mulheres desde 

1979 e dados mostram que isso tem agravado.
(9)

 Na região Sudeste, o câncer de mama é 
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o mais incidente entre as mulheres com um risco estimado de 68/ 100.000. Sem 

considerar os tumores de pele não melanomas, esse tipo de câncer também é o mais 

freqüente nas mulheres das regiões Sul (67/ 100.000), Centro-Oeste (38/ 100.000) e 

Nordeste (28/ 100.000). Na região Norte é o segundo tumor mais incidente (16/ 

100.000). Em 2008, 49.400 novos casos de câncer de mama eram esperados com um 

risco estimado de 51 casos por 100.000 mulheres.
(9)

  Estima-se que nas próximas 

décadas haja um grande aumento no número de mulheres diagnosticadas com câncer de 

mama e tratadas em países com recursos limitados.
(10)

 Um dos maiores desafios para o 

estudo e tratamento do carcinoma de mama é a resolução da heterogeneidade tumoral 

característica destes carcinomas.
(2;11)

  O carcinoma invasivo de mama é definido como 

um grupo de tumores epiteliais malignos caracterizados por invadir o tecido adjacente e 

ter marcada tendência à metástase a distância.
(6)

 

O crescimento e progressão de tumores dependem da angiogênese, processo de 

formação de novos vasos sanguíneos a partir de um endotélio vascular preexistente. Os 

tumores promovem a angiogênese por meio da secreção ou ativação de fatores 

angiogênicos, que estimulam a migração e proliferação endotelial e a morfogênese 

capilar. A avaliação da angiogênese no câncer de mama é de grande importância como 

um indicador-chave para sobrevida e para resposta à terapêutica.
(12)

 Os vasos recém-

formados fornecem nutrientes e oxigênio ao tumor, aumentando sua disseminação. 

Assim, a angiogênese desempenha um papel fundamental na progressão do câncer e no 

surgimento de metástases.
(13-15)

  

A formação de novos vasos é um processo complexo que envolve mais de 50 

tipos de receptores, citocinas, enzimas e fatores de crescimento, muitos destes, membros 

da família do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGF-A ou VEGF).
(1)

 O 
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VEGF é um potente mitógeno de células endoteliais que promove a angiogênese. 

Experimentos in vitro e in vivo mostram que o aumento da expressão de VEGF está 

associado com crescimento tumoral e metástase, enquanto a inibição da sinalização do 

VEGF resulta em supressão da angiogênese e crescimento do tumor.
(16)

  

O processo de vascularização tumoral e o momento exato do inicio da 

angiogênese ainda não é totalmente conhecido, mas o VEGF parece ser o fator de 

crescimento vascular predominante na maioria dos tumores.
(17-18)

 O aumento da 

expressão do VEGF está correlacionado com alguns tumores sólidos, tais como de 

mama,
(19)

 coloretal
(20)

 e carcinoma espinocelular da cavidade oral.
(21; 22)

  Desde sua 

descoberta, em 1989
(23)

, o VEGF tem sido considerado como o  mais potente e 

importante fator de crescimento angiogênico em ambos os estados fisiológicos e 

fisiopatológicos.
(16;24)

 A superexpressão de VEGF resulta em aumento da angiogênese, 

enquanto a inibição desse fator resulta em inibição do processo angiogênico em 

situações normais e patológicas. Agentes anti-VEGF tem mostrado ser uma terapia 

eficaz contra o câncer
(25)  

e outras condições angiogênicas.
(26)

  

Apesar destas importantes descobertas, pouco se sabe a respeito da regulação 

das diferentes isoformas de VEGF. A existência de um sítio alternativo de splicing na 

região 3’ não traduzida do RNA mensageiro (mRNA), que resulta na expressão de 

isoformas com uma região C-terminal diferencial que podem ter efeitos inibidores e são 

down-regulated em tumores, sugere que o controle de splicing pode ser um importante 

mecanismo regulatório da angiogênese no câncer.
(17)

 

Múltiplas isoformas de VEGF são geradas por splicing alternativo. As isoformas 

do VEGF convencional resultam de splicing do pré-mRNA de oito éxons, originando 

pelo menos sete tipos de mRNA e sete espécies de peptídeos identificadas pela 
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composição de éxons e tamanho de aminoácidos das proteínas finais.
(27)

 Estas proteínas 

são amplamente estudadas e aceitas como vasodilatadores pró-angiogênicos.  

A primeira isoforma descrita, o VEGF-Axxx, é a forma dominante em estágios 

angiogênicos e tem sido extensivamente investigada para sua função, sinalização, 

expressão e outros papéis no câncer.
(28)

   

A seleção de um sítio alternativo de splicing na extremidade 3’ do éxon 8 resulta 

em uma família-irmã de isoformas, denominadas VEGF-Axxxb  (Figura 1). As isoformas 

VEGF-Axxxb possuem 94-98% de homologia com as isoformas VEGF-Axxx e resultam 

da seleção de um sítio de splicing distal do éxon 8 na região C-terminal do pré-mRNA 

de VEGF, o que determina a divisão em dois sub-éxons (éxon 8a e éxon 8b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estrutura de éxons do gene VEGF e variantes de splicing identificadas 

de VEGF-A. (A) Gene VEGF com dois sítios de splicing alternativo no éxon 8. (B) 

Duas famílias de isoformas de VEGF, VEGF-Axxx e VEGF-Axxxb. 

 

Ambos os éxons 8a e 8b codificam para seis aminoácidos. O éxon 8a codifica 

para Cisteína - Ácido aspártico – Lisina – Prolina – Arginina - Arginina (CDKPRR); 

éxon 8b para Serina – Leucina – Treonina – Arginina – Lisina - Ácido aspártico 

(SLTRKD). Os resultados são peptídeos de mesmo tamanho, mas com seqüências de 
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aminoácidos diferentes na região C-terminal.
(29;30)

 

Os domínios de ligação ao receptor estão presentes na isoforma VEGF-A165b 

(isoforma dominante), uma vez que ela atua como um inibidor competitivo de VEGF-

Axxx. Estudo de ligação a receptores mostra que o VEGF-A165b  se liga aos receptores 

VEGFR2 e Neurofilina 1 com a mesma afinidade do VEGF-Axxx, mas parece não ativá-

lo completamente.
(27;31)

 A ligação do VEGF-Axxx aos receptores induz uma modificação 

conformacional no receptor VEGFR2, resultando em rotação interna do domínio 

intracelular. Essa ligação, após resultar em dimerização do receptor, leva ao 

reposicionamento do domínio kinase por rotação para dentro do dímero e, então, induz a 

autofosforilação. Em contraste, supõe-se que o VEGF-A165b não exerça esse efeito de 

rotação completa, resultando em rápido fechamento do sítio de ligação de ATP 

(adenosina trifosfato) e rápida inativação e, conseqüentemente, a autofosforilação não é 

eficiente.
(15;32)

 

Essa região C-terminal alterada permite a inibição pelo VEGF-A165b da 

proliferação endotelial, migração e vasodilatação induzidas pelo VEGF-Axxx 
(17)

, além 

da inibição da angiogênese fisiológica e crescimento tumoral.
(27;31;33) 

No entanto, esses 

efeitos são específicos para VEGF, uma vez que VEGF-Axxxb não interfere na 

proliferação celular endotelial induzida pelo fator de crescimento de fibroblasto 

(FGF).
(17)

 

Enquanto as isoformas VEGF-Axxx são pró-angiogênicas e upregulated em 

tumores, as isoformas VEGF-Axxxb são anti-angiogênicas e downregulated em tecidos 

tumorais, incluindo, carcinoma de próstata,
(27)

 cólon
(34)

 e células renais,
(17)

 e 

melanoma.
(35)

  Além disso, observou-se que a expressão das variantes de splicing de 

VEGF estava alterada em fenótipos microvasculares angiogênicos de doença ocular 
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proliferativa na pré-eclampsia.
(36-37)

  Assim, o equilíbrio da expressão das isoformas de 

VEGF, que é controlada por splicing do mRNA, parece conduzir todo o mecanismo de 

angiogênese.
(15)

 

A isoforma VEGF-A165b mostrou-se um agente anti-angiogênico endógeno 

formado por splicing alternativo e, então, inibe as condições dependentes de 

angiogênese, como o crescimento tumoral.
(34;38)

 Estudos revelam que esta família de 

isoformas representa uma proporção substancial do VEGF total em tecidos normais
(27;37)

 

compreendendo mais de 50% do total de proteína VEGF nos gânglios das raízes dorsais 

(71%), pulmão (82%), cólon (>95%), pele (>95%) e vítreo (66%). Estudos mostram que 

além da isoforma dominante VEGF-A165b, as isoformas VEGF-A121b, VEGF-A145b, 

VEGF-A183b e VEGF-A189b também já foram identificadas.
(17;37)

  

Apesar da evidência de que existe um desequilíbrio na quantidade de isoformas 

pró e anti-angiogênicas de VEGF em uma variedade de doenças,
(17;27;36;37;39)

  pouco é 

conhecido sobre as vias celulares e moleculares que regulam o splicing alternativo do 

pré-mRNA de VEGF em geral e especificamente do sítio de splicing 3’dos éxons 8a / 

8b.
(30)

 

O Splicing do pré-mRNA ocorre durante a transcrição
(40)

 mediada pelo 

spliceosomo, um complexo de proteínas e RNA especializado.
(41)  

O mecanismo de 

splicing é influenciado por reguladores de splicing que ajudam a definir os éxons. Essas 

seqüências auxiliares incluem enhancers de splicing exônicos e intrônicos (ESEs e 

ISEs, respectivamente) e silencers de splicing exônicos e intrônicos (ESSs e ISSs). 

Enhancers de splicing são reconhecidos por fatores reguladores de splicing (SRFs), 

incluindo as hnRNP (heterogeneous ribonucleoprotein particles) e as proteínas SR. As 

proteínas SR são fatores de splicing que contêm uma seqüência de reconhecimento do 



 8 ___________________________________________________________Introdução 

RNA e um domínio rico em serina e arginina; exemplo 9G8, ASF/SF2, SRp40, SRp55, 

entre outras.
(29)

 

 O splicing de éxons depende do equilíbrio das atividades das proteínas SR. 

Dados recentes sobre regulação de splicing das isoformas VEGF-Axxx e VEGF-Axxxb 

mostram que os fatores ASF/SF2 e SRp40 favorecem a seleção de sítio de splicing 

proximal do pré-mRNA de VEGF, enquanto o fator SRp55 favorece a seleção distal, ou 

seja, a expressão de VEGF-Axxxb. Foi observado que o fator SRp55 se liga a uma 

seqüência de 35 nucleotídeos da região 3’ não traduzida imediatamente depois da região 

stop codon no éxon 8b, e que a utilização de small hairpin RNAs (shRNA) para silenciar 

o fator SRp55 demonstrou uma significante downregulation tanto de SRp55 quanto de 

VEGF-Axxxb. Esses resultados indicam que fatores como ASF/SF2, SRp40 e SRp55, 

regulam o splicing alternativo do pré-mRNA de VEGF, o que determina a região C-

terminal.
(30)

 

 Uma vez fosforiladas, as proteínas SR podem influenciar a seleção do sítio de 

splicing por mediar as interações entre os transcritos nascentes e os componentes do 

spliceossomo.
(42)

 SRs podem ser regulados tanto diretamente (por proteínas SR kinases, 

como Clk1 ou SRPKs), ou indiretamente (por MAPKs e PKC). SRPKs fosforilam 

ASF/SF2, o que favorece o splicing proximal; já Clk1 resulta na fosforilação tanto de 

ASF/SF2 quanto de SRp55 e SRp40.
(43-44)

    

 Não existem dados na literatura sobre investigação de isoformas de VEGF e 

controle de splicing em câncer de mama. Assim, um melhor entendimento dos 

mecanismos de splicing de VEGF em tumores de mama poderia permitir a manipulação 

de muitas moléculas, além do VEGF, para transformá-las de pró-angiogênicas em 

moléculas anti-angiogênicas, que agiriam contra o tumor. 
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Objetivos 

1. Analisar quantitativamente a expressão de mRNA das isoformas VEGF-Axxx e 

VEGF-A165b em amostras de carcinoma mamário e em tecidos normais 

adjacentes. 

2. Quantificar a expressão de mRNA de proteínas reguladoras de splicing e 

correlacionar com a expressão das isoformas de VEGF,  

3. Relacionar a expressão das isoformas de VEGF-A com subtipos tumorais e 

metástase. 
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2. Material 

2.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

Foram coletadas 50 amostras de tecidos tumorais e 50 de tecidos adjacentes 

diretamente no centro cirúrgico do Hospital de Base de São José do Rio Preto, após a 

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO II). A pesquisa foi 

aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa local (Protocolo 6268/2009)(ANEXO I). 

As amostras passaram pelo processo de microdissecção para obtenção de tecido que 

apresente a neoplasia e do tecido adjacente. Esse material foi identificado e armazenado 

em nitrogênio líquido até a extração do RNA total. 

3. Metodologia 

3.1 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E REAÇÃO DE TRANSCRIÇÃO 

REVERSA (RT-PCR) 

O RNA total criopreservado foi extraído do tecido mamário, pelo método de 

Chomezynski e Sacchi (1996)
(45)

. Utilizando o reagente TRIZOL


 (Invitrogen Life 

Technologies), de acordo com as instruções do fabricante. 

As quantificações de RNA das amostras foram determinadas por sua absorbância em 

comprimentos de onda () de 260 e 280 nm pelo espectrofotômetro NanoDrop 1000 

(ThermoScientific). DNA complementar (cDNA) foi sintetizado utilizando-se o kit 

comercial High-CapacitycDNA Reverse Transcription, de acordo com as instruções do 

fabricante (Applied Biosystems). Em uma reação de 20l, foram utilizados 2g de RNA 

total, desoxinucleotídeostrifosfatados (dNTP) mix 1X, RT randomprimers1X, tampão 

1X e 1ul de Multiscribe Reverse Transcriptase.  Em termociclador, as reações foram 

submetidas a 25ºC por 10 min, 37ºC por 120 min e 80ºC por 5 min. 

3.2 Análise de expressão gênica por q-PCR 
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As reações foram realizadas em triplicata em placas de 96 poços no equipamento 

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), com a utilização de 

sondas TaqMan MGB (Minorgroovebinder) ligadas ao fluoróforo FAM (Applied 

Biosystems). Previamente à realização das quantificações de expressão dos genes alvo, 

foram avaliados 5 genes de referência (Applied Biosystems: GAPDH PN4333764F;  -

actina PN4333762F; HPRT1 PN4333768F; TBP PN4333769F; e RPLPO PN4333761F) 

por meio do software DataAssist 3.0 (Applied Biosystems), utilizando a base de dados 

logarítimica do GeNorm
(46)

.Os genes de referência que apresentaram menor variação 

entre os grupos de estudo e que foram selecionados para normalização dos dados de 

expressão gênica, de acordo com Vandesompele et al (2002)
(47)

, foram RPLPO e 

HPRT1. Os cálculos de quantificação relativa foram realizados pelo método 2
-Cq

 

descrito por Livak e Schimittgen, em 2001
(47)

. 

3.3.1 Teste para avaliação e escolha dos genes de referência 

Com auxilio do software DataAssist 3.0 (Applied Biosystems) encontramos os 

dois genes que foram utilizados  como controles endógenos das reações de expressão 

gênica de todas as amostras.  A seleção dos melhores genes para controles endógenos 

foram feitas comparando o Cycle threshold (Ct) das amostras pelo software DataAssist 

3.0 utilizando a base de dados logarítimica do GeNorm, e os genes com os menores 

valores de estabilidade (abaixo de  1,5) foram os escolhidos (RPLPO (0,6488) e HPRT1 

(0,788))  

3.3.2 Análise de expressão gênica por q-PCR 

As reações foram realizadas em triplicata em placas de 96 poços no equipamento 

CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), com a utilização de 

sondas TaqMan MGB (Minor groove binder) ligadas ao fluoróforo FAM (Applied 

http://www.bio-rad.com/prd/pt/BR/LSR/PDP/LJB1YU15/CFX96_Touchtrade_Real-Time_PCR_Detection_System
http://www.google.com.br/search?hl=pt-BR&client=firefox-a&hs=YKH&rls=org.mozilla:pt-BR:official&&sa=X&ei=v_ZSTcrqB8P0gAfZ6YyCCA&ved=0CCcQBSgA&q=cycle+threshold&spell=1
http://www.bio-rad.com/prd/pt/BR/LSR/PDP/LJB1YU15/CFX96_Touchtrade_Real-Time_PCR_Detection_System


 13 _____________________________________________________Material e Método 

Biosystems). As sondas TaqMan MGB contém o fluoróforo FAM ligado à extremidade 

5’ e um supressor (quencher) não fluorescente ligado à extremidade 3’. A intensidade 

de fluorescência na reação foi determinada pelo cálculo do Rn (Rn = Rn
+
 - Rn 

-
), 

onde RN
+ 

corresponde a intensidade de emissão do fluoróforo FAM/ intensidade de 

emissão do ROX em determinado momento; e Rn
-
 corresponde a intensidade de 

emissão do fluoróforo da sonda / intensidade de emissão do ROX antes da amplificação.  

3.3.3 Análise de expressão da isoforma VEGF-AXXX E VEGF-A165b 

Cinquenta amostras de tumores e um pool de amostras de tecidos normais 

apresentaram amplificação para a família VEGF-Axxx. Para as amostras normais foi 

utilizado um pool contendo quantidades equivalentes de 43 das 50 amostras de tecidos 

normais devido a degradação do RNA de 7 amostras. O conjunto de primers utilizado 

detecta as isoformas 206, 189, 183, 165 e 148 de VEGF-Axxx. As reações foram 

realizadas utilizando-se TaqMan Gene Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems), 

300nM de primer senso (5’ AACACAGACTCGCGTTGCAA 3’), 100nM de primer 

anti-senso (5’ CGCCTCGGCTTGTCACAT 3’) ( e 250nM de sonda TaqMan MGB 6-

FAM (5’ AGCTTGAGTTAAACGAAC 3’) a ciclagem compreendeu um estágio 

inicial a 95ºC por 10 min e 40 ciclos de 95º por 15 seg e 60ºC por 1 min. Para 

análise de expressão do VEGF-A165b, foram utilizados o mesmo primer senso e sonda 

de VEGF-Axxx, conforme descrito acima. O primer anti-sense específico para a região 

8b (5’ TTCCTGGTGAGAGATCTGCAAGTA 3’) foi desenhado com auxílio do 

software PrimerExpress versão 3.0 (Applied Biosystems) e detecta somente a isoforma 

VEGF-A165b. As reações de amplificação para isoforma VEGF-A165b foram realizadas 

com 10ul de Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems), 900 nM de cada 

primer senso e anti-senso e 250 nM de sonda TaqMan MGB 6-FAM. A ciclagem 
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compreendeu um estágio inicial a 95ºC por 10 min e 40 ciclos de 95º por 15 segundos e 

45ºC por 1 min.  

3.3.4 Análise de expressão dos fatores reguladores de splicing 

Para análise da expressão de RNAmdos fatores reguladores de splicing SRp55, 

SRp40 e ASF/SF2, foram desenhados pela empresa Applied Biosystemsprimerse sondas 

de acordo com as sequências do DNA complementar depositadas no NCBI(SRp55: 

NM_006275; SRp40: NM_001039465.1; ASF/SF2: NM_001078166.1). O ensaio 

TaqMan Gene Expression Assays - Assay-on-Demand (Applied Biosystems, Assay ID 

Hs00177298_m1) foi utilizado para analise do gene SRPK1. 

As reações foram realizadas utilizando-se 100ng de cDNA, TaqMan Gene Expression 

Master Mix 1x (Applied Biosystems) e os primers e as sondas específicas para cada gene 

alvo, na concentração final de 1X. A ciclagem compreendeu um estágio inicial a 95ºC 

por 10 min e 40 ciclos de 95º por 15 seg e 60ºC por 1 min.  

O cálculo da quantificação relativa de todos os genes foi feito pelo método 2
-Cq

 

descrito por Livak e Schimittgen, em 2001
(48)

. Amostras de tecido normal (pool), foram 

utilizadas como calibrador e HPRT1 e RPLPO como genes de referência. O software 

CFX Manager™ software, qbase
PLUS 

foi utilizado para analisar as curvas de expressão. 

4. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Anteriormente à realização de testes utilizando dados contínuos, os dados foram 

submetidos ao teste da normalidade de D’Agostino e Pearson normality test utilizando o 

programa GraphPadPrismv.6. Os valores de quantificação relativa de RNAm (RQ) das 

isoformas de VEGF-A e das proteínas reguladoras de splicing em tumores foi analisada 

por Wilcoxon Signed Rank Test, uma vez que os dados não apresentaram distribuição 

normal. Correlação de Spearman foi utilizada para avaliar a correlação entre os níveis 
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de expressão de RNAm entre as proteínas reguladoras e as isoformas de VEGF-Axxx e 

VEGF-A165b, em que valores de P ≤ 0,05 foram considerados significantes. 
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3. ARTIGOS CIENTÍFICOS 

Os resultados estão apresentados em forma de artigo.  No total estão 
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Abstract 

Breast cancer (BC) is the leading cause of cancer death among women 

worldwide after skin cancer. An increase of 23% to 27.9% of its incidence is 

estimated for 2012. As an important factor for tumor growth and development, 

angiogenesis has become a target for more efficient therapies against cancer. 

Antibody-based antiangiogenic drugs, treatments using hormone receptors that 

can influence the formation of blood vessels and molecular studies of Vascular 

Endothelial Growth Factor isoform control are the focus of innovative therapies 

and promise a longer survival and better quality of life for patients with BC. 

Many are already being used, albeit timidly, but with promising results. This 

paper seeks to show that angiogenesis inhibitors are being used in the 

treatment of BC in association with the medical clinic. 

 

1. Breast cancer and angiogenesis 

Breast Cancer (BC) is the second most common cancer in women after skin 

cancer and the leading cause of cancer death among women.  It accounts for 

23% of all cancers and 14% of deaths from the disease1-3. One in every three 

cancers diagnosed in U.S. women is a BC2. Breast, prostate, colorectal and 

lung cancer rates are 2 to 5 times higher in developed countries compared with 

developing countries1. 

This tumor type is a clinically heterogeneous disease, which requires a large 

variety of treatments and leads to different outcomes4. The current prognostic 

classification considers, in addition to histological subtypes, molecular 

subtypes5,characterized by the following phenotypes: Luminal A (estrogen 
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receptor (ER)-positive and/or progesterone receptor (PR)-positive, HER2-); 

Luminal B (ER+ and/or PR+, HER2+); Basal like (ER-, PR-, HER2-, cytokeratin 

5/6+ and/or HER1+); HER2 overexpression (ER-, PR-, HER2+). Furthermore, in 

2007, a new molecular subtype was identified, called "claudin-low" 

(claudin3,4,7low/E-caderinlow). These molecular subtypes have different 

behaviors related to survival, prognosis and response to specific therapies6. 

Despite the high incidence of breast cancer, early diagnosis and the 

introduction of more effective treatments have contributed to decreases in death 

rates and improvement of patients’ quality of life7-8. However, patients often 

acquire resistance to a particular treatment, which enables the recurrence 

and/or tumor growth, invasion and metastasis9 which depicts the major causes 

of morbidity and mortality10. 

In clinical practice, a group of patients might have the same diagnosis and 

receive the same or different therapeutic recommendations. The recommended 

course of therapy can be successful and still cause toxicity in some patients, but 

may only cause toxicity, without demonstrating any therapeutic benefit in others. 

Meanwhile, others may experience no effect, either harmful or beneficial. In the 

first place, prognostic tools are needed to identify patients who require 

treatment, as well as to identify patients who will benefit from specific 

treatments. The dosage is another critical aspect for personalized medicine11. 

The progressive transformation of a normal cell into a tumor cell is driven by a 

variety of genetic and epigenetic changes12. Among these changes are tissue 

invasion and metastasis, and, importantly and sustained angiogenesis. 
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In the process of tumor growth, adhesion molecules, angiogenic stimuli, 

coagulation factors, proteases, and growth factors are involved13. The formation 

of new blood vessels is required for the maintenance of tumor growth14-16, since 

the existing vasculature is not enough to support the tumor17-18. 

Although the process of angiogenesis is necessary for the growth and 

development of primary tumors and metastases, an increase in the level of 

angiogenic activity mainly favors the development of primary malignant tumor in 

breast cancer19-20. Just as clinical presentation of the disease and prognosis are 

meaninful in the diagnosis and treatment of patients, the correlation between 

the levels of regulatory factors of angiogenesis become an attractive tool in 

modern medicine21. 

Among factors that promote tumor angiogenesis is the Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF), which is produced and secreted by normal cells, with 

marked expression in tumor cells, including breast cancer. VEGF is capable of 

promoting a fast and complete formation of  tumor vasculature, increasing 

capillary permeability13, which results in an important effect in the genesis, 

development, metastasis and recurrence process of various tumors22. Many 

studies seek a relationship between VEGF gene and predictive values and its 

predivite and prognostic values clinically23. 

Rykalaet et al. (2011) observed an increased level of VEGF gene expression in 

breast cancer when compared to benign breast tumors. Moreover, VEGF has 

also been associated with distant metastasis and with tumor progression13,21. 

Assessment of angiogenic markers in tumors may assist in the choice of 

treatments and drugs more specific for patients with this type of cancer21,24. 
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2. Angiogenesis and therapy in Breast Cancer 

In 1971, Folkman (1971) postulated that inhibiting tumor angiogensis could 

inhibit tumor expansion25. Later, independent studies by other researchers as 

Ferrara and Henzel (1989), Senger (2010), Dvorak (2011), Connolly and 

colleagues (1991) led to the identification, purification, and cloning of VEGF, 

considered the key pro-angiogenic factor26-31. Since then, research on 

molecular mechanisms of angiogenesis has steadily increased, allowing for the 

discovery of promising therapies for patients with cancer31;32.  

Tumor angiogenesis is now recognized as a hallmark of cancer. VEGF, 

Epidermal Growth Factor (EGF) and Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) 

represent key factors in tumor angiogenesis. The introduction of antiangiogenic 

agents in the clinical practice was a landmark event in cancer therapy over the 

last decade33. 

Angiogenesis blockade in multiple myeloma (MM) bone marrow (BM) with 

Thalidomide, VEGF blockade with Bevacizumab, a first-line antiangiogenic 

drug, or EGF receptor (EGFR) blockade with Cetuximab in colorectal cancer 

(CRC) have established new anti-cancer strategies. Other second-line drugs 

such as Sunitinib, Sorafenib and Prazopanib have recently been released for 

the treatment of patients with cancer, including BC33.  

Some angiogenesis inhibitors indicated for the treatment of patients with BC in 

combination with conventional therapies are listed in Table 1. 

 

Table 1. Summary of drugs, their revealed targets and indications in clinical trails (Fan et al. 2011, with 

modifications) 
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Anti-VEGF therapy has been shown to be effective against cancer34 and other 

angiogenic conditions (Eyetech Study Group 2003). In order to prevent the 

formation of new blood vessels within the tumor, such therapies can work two 

ways. First, by neutralizing VEGF with the recombinant human monoclonal 

antibody BEVAcizumab, which recognizes human VEGF-A ligands, eliminating 

the need of VEGF receptors (VEGF-R) and inhibits the activation of mitogenic 

signals and the growth of new blood vessels. Secondly, after the blocking signal 

transduction cascade with small-molecule tyrosine kinase inhibitors (TKIs), such 

as Sorafenib and Sunitinib Sunitinib35. (Figure 1).  

For Di Domenico et al. (2011), therapies with angiogenic factor inhibitors  such 

as VEGF may help treating patients with cancer in the future and even be used 

as an angio-inhibitor preventive therapy, less toxic and less susceptible to 

cellular drug resistance. 

Despite these important discoveries, little is known about the regulation of 

different isoforms of VEGF36. Multiple VEGF isoforms are generated by 

alternative splicing. The conventional VEGF isoforms result from the splicing of 

the pre-mRNA of eight exons, yielding at least seven types of mRNA and seven 

peptide species identified by the exon composition and the size of the amino 

acids in the final proteins37. 

The selection of an alternative site of splicing in the 3' end of exon 8 results in a 

family of sister isoforms, named VEGFxxxb. The VEGFxxxb isoforms have 94-

98% homology with the isoforms VEGFxxx and result from the selection of a 

distal splicing site in exon 8 of the C-terminal region of the pre-VEGF mRNA, 
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which determines the division into two sub-exons (exon 8a and exon 8b). 

Details of the molecular control of the choice of splicing site of the C-terminal 

region, as well as the pro-and anti-angiogenic balance are emerging themes38. 

Whereas VEGFxxx isoforms are pro-angiogenic and upregulated in tumors, 

VEGFxxxb isoforms are described as anti-angiogenic and downregulated in 

tumor tissues, including prostate37, colon39, renal cell36 carcinomas and 

melanoma40. Furthermore, the expression of VEGF splicing variants is altered in 

microvascular angiogenic phenotypes in proliferative ocular disease in pre-

eclampsia41; 42. Thereby, the balance of the expression of VEGF isoforms, 

which is controlled by mRNA splicing, seems to lead the whole mechanism of 

angiogenesis38. 

Despite the evidences of an imbalance in the amount of pro and anti-angiogenic 

VEGF isoforms in a variety of diseases36; 37; 41- 43, little is known about the 

cellular and molecular pathways that regulate alternative splicing of the VEGF 

pre-mRNA in general, and specifically in the 3' splice site of exons 8a/8b44. 

 

Figure 1. VEGF pathway and VEGF inhibitors (Di Domenico et al. 2011
36

, with modifications) 

 

Another important factor to be considered in tumor vascularization and 

metastasis is hypoxia. Epithelial cells require survival signals generated by the 

interaction of integrins with the extracellular matrix (ECM), and in the absence 

of such signals, cells undergo apoptosis. Zhu et al. (2013) showed that the 

inhibition of the expression of angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) in a cell line of 

skin cancer resulted in an increased susceptibility to apoptosis and also showed 

that ANGPTL4 promotes activation of ECM sensors45. 
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The ANGPTL4 expression is induced by hypoxia in human breast cancer cells 

and is required for lung metastasis to succeed. However, further studies are 

proposed to determine whether ANGPTL4 actually protects breast cancer cells 

from hypoxic apoptosi46-47. Semenza (2013) describes that cancer cells, once in 

the bloodstream, even after reoxygenation, keep the hypoxic cell characteristics 

due to the high stability of proteins synthesized by HIF-1 during hypoxia. This 

persistent effect of HIF-1 proteins lead to an association between high 

expression of ANGPTL4 and lung metastasis in breast cancer48. 

 

3. VEGF and Breast Cancer 

Assessment of angiogenesis in BC is a key indicator of survival and response to 

therapy49. The newly formed blood vessels provide nutrients and oxygen to the 

tumor, increasing its spread. Thus, angiogenesis plays a key role in cancer 

progression and emergence of metastasis38;48;49. 

VEGF is part of a family of glycoproteins that includes VEGF-A, VEGF-B, 

VEGF-C, VEGF-D and placental growth factor. However, the main mediator of 

tumor angiogenesis is VEGF-A, referred to as VEGF. The factors that contribute 

to the increased expression of VEGF in breast cancer are: low intracellular 

oxygen concentration, which blocks intracellular degradation of the hypoxia 

inducible factor (HIF-1α), increasing its intracellular levels and leading to 

hypoxia, which increases angiogenic activity through transcriptional activation of 

the VEGF gene, and mutations in p53 suppressor gene (neovascularization 

modulator)13. 
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As an example of what happens in CRC and renal cell carcinoma (RCC), VEGF 

is also upregulated in BC, which leads to poor prognosis in50; 51. In addition, 

high levels of VEGF in mammary tumors are correlated with intratumoural 

microvessel density (MVD) and high positive nodes52-55. 

The production and secretion of VEGF in the microenvironment of BC is 

triggered by a series of stimuli, including growth factors, cytokines, hormones, 

p53 function loss and RAS mutations, SRC, hypoxia and overexpression of 

HER2 (HER2/neu, ErbB2)56-59. This entire process contributes to rupturing of 

the basement membrane, EM degradation, proliferation and migration of 

endothelial cells, vascular lumen formation and functional maturation 

characterizing metastasis13. 

It has been observed that in premenopausal patients, VEGF levels are higher 

when compared with postmenopausal patients, suggesting an increase in 

VEGF expression by steroid hormones60. An example of hormone-induced 

oversecretion of VEGF is the interaction of ERα / estradiol with an imperfect 

estrogen-responsive element in VEGF transcription start site61; 62. 

The existence of an alternative splicing site in the RNAm 3' untranslated region, 

which results in the expression of isoforms with a C-terminal region, may have 

differential inhibitory effects and are down-regulated in tumors, suggesting that 

the splicing control may be an important regulatory mechanism of angiogenesis 

in cancer36. The study of the regulation of VEGFxxxb isoforms may be a key 

mechanism to address the balance of angiogenic cancers63. 

Whereas VEGFxxx isoforms are pro-angiogenic and upregulated in tumors, 

isoforms VEGFxxxb are antiangiogenic and downregulated in tumor cells, 
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including melanoma40, prostate carcinoma37, colon carcinoma39 and renal cell 

carcinoma36. As for BC, Catena and colleagues (2011) found in their studies 

that VEGFxxxb isoforms, unlike previously thought, do not act as antiangiogenic, 

but as poorly angiogenic forms of VEGF-A. The authors also found evidence 

that VEGFxxxb isoforms, as well as total VEGF, are upregulated in breast tumor 

tissues compared with  normal tissues65. 

Despite the evidences of an imbalance in the number of pro-and antiangiogenic 

isoforms of VEGF in a variety of tumors36; 37; 41-43, little is known about the 

cellular and molecular pathways that regulate alternative splicing of VEGF44. 

4. Conclusion 

Therapies involving the control of angiogenesis in BC have undergone major 

advances in recent years. The tools of molecular biology associated with clinical 

management have significantly improved tumor treatments, providing patients 

with BC with better quality of life. Drugs such as Bevacizumab, an 

antiangiogenic monoclonal antibodyve already been used in futuristic 

treatments, resulting in minor side effects to patients. Other strategies, such as 

studies of VEGF isoforms, may give rise to gene therapy which can subject the 

patient to less aggressive treatment. Such treatment can work through the use 

of cellular and molecular pathways, where the considered antiangiogenic 

isoforms would be reinforced by promoting a reduction in tumor irrigation. 

However, many studies involving the selection and splicing isoforms VEGFxxxb 

still need to be done. Fortunately, science has effectively worked in the 

treatment of BC, providing patients with a greater prospect of survival. The 

study of angiogenesis associated with this tumor type has been of great 
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importance and can contribute to the success of new therapies against this 

tumor type. 
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Drug (brand name, 

company) 

Target Approved Indication 

Bevacizumab (Avastin, 

Genentech/ Roche) 

Monoclonal antibody 

against VEGFA 

mCRC, mRCC, 

NSCLC, metastatic 

HER2-negative 

breast cancer, 

glioblastoma 

Multiple solid tumors (e.g., RCC, 

BC, pancreatic, prostate, ovarian, 

brain cancers) and hematologic 

malignancies (e.g., MM) 

Sunitinib, SU11248 (Sutent, 

Pfizer) 

TKI of VEGFR 1-3, 

PDGFRα/β, c-kit, Flt3, 

RET, CSF-1R 

mRCC, GIST Multiple solid tumors (e.g., RCC, 

BC, melanoma, lung) 

Pazopanib (Votrient, 

GlaxoSmithKline) 

TKI of VEGFR 1-3, 

PDGFRα/β, c-kit tyrosine 

kinases 

mRCC Multiple solid tumors (e.g.,BC, 

TCC, ovarian, lung) and others 

(e.g., lymphoma) 

Sorafenib, BAY43-9006 

(Nexavar, Bayer) 

TKI of Multiple cell 

surface kinases (VEGFR 

1-3, RET, PDGFRβ, Flt-

3, c-kit, CSF-1) and 

intracellular kinases 

(CRAF, BRAF, mutant 

BRAF) 

mRCC, unresectable 

hepatocellular 

carcinoma 

Multiple solid tumors (e.g., RCC, 

BC, melanoma, lung cancers) and 

hematologic malignancies (e.g., 

MM) 

Bortezomib, PS-341 (Velcade, 

Millennium Pharmaceuticals) 

26S proteasome inhibitor MM, relapsed 

mantle cell 

lymphoma 

MM, lymphoma, leukemia and 

multiple solid tumors (e.g., RCC, 

BC, lung, prostate) 

Temsirolimus (Torisel, 

Wyeth) 

mTOR inhibitor mRCC Multiple solid tumors (e.g., RCC, 

BC, melanoma, prostate, liver 

cancers) and hematologic 

malignancies (e.g., lymphoma) 

Everolimus, RAD001 

(Afinitor, Novartis) 

mTOR inhibitor Advanced renal cell 

carcinoma 

Multiple solid tumors (e.g., BC, 

pancreatic, gastric cancers) and 

lymphoma 

Axitinib, AG-013736 (Pfizer) TKI of VEGFR 1-3, 

PDGFRβ, c-KIT and 

CSF-1 

No yet approved mRCC, BC, NSCLC, metastic 

pancreatic cancer, GIST, lung 

cancer, thyroid cancer 

Icrucumab, IMC-18F1 

(ImClone) 

Monoclonal antibody 

against VEGFR-1 

No yet approved Advanced solid tumors, (e.g., CRC, 

BC, carcinoma of urinary tract) 

Ramucirumab, IMC-1121b 

(ImClone) 

Monoclonal antibody 

against VEGFR-2 

No yet approved CRC, BC, mRCC, Advanced liver, 

gastric, prostate, ovarian, and 

NSCL cancers, melanoma 
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Enzastaurim, LY317615HCl 

(Eli Lilly) 

PKC inhibitor No yet approved BC, mCRC, Brain tumor, advanced 

NSCL, glioblastoma, lymphoma 

Cediranib, AZD2171 

(Recentin, AstraZeneca) 

TKI of VEGFR 1-3 No yet approved RCC, CRC, BC, ovarian, prostate 

cancer, lung, brain, heand and neck 

cancers, glioblastoma, melanoma 

Trastuzumab, herceptin 

(Genentech) 

HER2 receptor Gastric câncer, 

HER2 positive BC 

BC, gastric 

Tamoxifen, Novadex, Istubal, 

Valodex (AstraZeneca) 

Estrogen receptor BC BC, bladder, melanoma, prostate 

TKI: tyrosine kinase inhibitors; mCRC: metastatic colorectal cancer; NSCLC: nonsmall cell lung cancer; mRCC: 

metastatic renal cell carcinoma; GIST: gastrointestinal stroma tumor after progression; MM: multiple myeloma; 

BC: breast cancer; HNSCC: head and neck sequmous cell carcinoma. 
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Abstract 

Introduction: There are many studies on the role of  Endotelial Grow Factor-A 

(VEGF-A) family in angiogenesis in various tumor types. Several studies 

attribute an anti-angiogenic condition to VEGF-A165b isoform because its 

expression is decreased in tumor tissue and a pro-angiogenic condition to 

VEGF-Axxx isoform because expression is increased in tumors. Our study 

examined the expression of VEGF-A165b and VEGF-Axxx isoforms in breast 

cancer and sought to associate the level of expression of these two isoforms to 

the current molecular subtypes and metastasis. To our knowledge, no study has 

conducted this association to date, which increases the importance of our 

results. Methods: The expression of VEGF-Axxx and VEGF-A165b isoforms were 

analyzed in Real-Time quantitative PCR (PCRq) using samples from 50 

patients with breast cancer and 43 adjacent normal tissue samples used as 

controls. Values of Relative Quantification (RQ) were associated with the 

molecular subtypes and metastasis. Results: High expression of both isoforms 

(VEGF-Axxx and VEGF-A165b) were present in tumors compared with normal 

tissue, but no significant difference was found when the expression of both 

isoforms was correlated. Our results show no association between VEGF-Axxx 

and VEGF-A165b isoforms with the molecular subtypes. Only VEGF-A165b 

isoform was significantly associated with metastasis (p<0,03) when 

downexpressed in tumors. Conclusion: These data suggest that both VEGF-

Axxx and VEGF-A165b isoforms play a pro-angiogenic role in breast tumor 

tissues. However, VEGF-A165b isoform seems to play this role less efficiently in 

breast cancer. 
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INTRODUCTION 

Breast cancer is now the leading cause of death by cancer among 

women in developing countries since the previous decade, when the major 

cause of death by the disease was cervical [1]. In Brazil, the incidence projected 

for 2013 is of 52.5 new cases per 100,000 women [2]. Because it is a clinically 

heterogeneous disease, each molecular subtype shows distinct behaviors 

related to survival, prognosis and response to specific therapies [3, 4]. 

Recent studies have shown that breast cancer has a poorer prognosis 

when associated with increased microvessel density.Besides, this increase is 

associated with  highly malignant ductal carcinomas in situ[5]. The process of 

angiogenesis involves biochemical cascades  of many different molecules, 

among which the Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A or VEGF)[6]. 

The role of VEGF in breast cancer becomes clear when increased synthesis of 

this growth factor is observed in breast cancer cell lines [7,8] as well as in 

breast cancer tissues [9]. 

Experiments in vitro and in vivo show that increased expression of 

VEGF-A is associated with tumor growth and metastasis, whereas the inhibition 

of this factor results in suppression of angiogenesis and tumor growth [6]. 

VEGF-A family is formed by multiple isoforms resulting from alternative splicing 

sites involving exons 6, 7 and 8 in normal and tumor tissues [10,11]. Alternative 

splicing of exon 8 results in two families of isoforms, VEGF-Axxx and VEGF-
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A165b. Although they have the same number of amino acids, they present 

different C terminal sequences [12]. 

After the discovery of VEGF-A165b family in 2002, several studies have 

analyzed the expression of this isoform in fresh human tissue, and most of 

those have evidenced that VEGF-A165b isoform shown downexpressed when 

present in pathological conditions such as cancer [13]. Some authors 

characterize the VEGF-A isoforms VEGF-Axxx as pro-angiogenic, whereas the 

isoforms VEGF-A165b are generally regarded as anti-angiogenic [12,14-17] or 

with low angiogenic potential [18]. 

This study presents an analysis of the expression of VEGF-Axxx and 

VEGF-A165b isoforms in breast cancer by real time quantitative PCR (PCRq). 

The results of the expressions were associated with the presence of metastasis 

and with molecular subtypes.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Sample collection 

Fifty samples of tumor tissues and 43 adjacent tissues for direct control 

were collected at the surgical center of Hospital de Base, São José do Rio 

Preto, SP, Brazil, with the consent of the patient and signature of the consent 

form. In order to separate the tumor and the surrounding tissue without tumor 

cells, the samples were submitted to microdissection. 

Classification of molecular subtypes 

The current prognostic classification considers, in addition to histological 

subtypes, the molecular subtypes (PEROU et al, 2011), characterized in the 
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following phenotypes: Luminal A (estrogen receptor (ER) positive and/or 

progesterone receptor (PR) positive, HER2-), Luminal B (ER + and /or PR +, 

HER2+), Basal like (ER-, PR-, HER2-, cytokeratin 5/6 + and /or HER1+); 

overexpressed HER2 (ER-, PR-, HER2+). According to Aleskandarany et al. 

(2012), the subtypes Luminal A and Luminal B were grouped in Luminal Class. 

Extraction of total RNA 

Total RNA was extracted from breast tissue, cryopreserved by the 

method of Chomezynski andSacchi’s,1996 [21], methodusing Trizol® reagent 

(Invitrogen Life Technologies) according to the manufacturer's instructions.  

 

Reverse Transcription Reaction (RT-PCR) 

Complementary DNA (cDNA) was synthesized using the commercial kit 

High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). In a 20µL-

reaction, 2 µg of total RNA deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) mix 1X, 1X 

RT random primers, 1X buffer and 1 µl Multiscribe Reverse Transcriptase were 

used. In thermocycler, the reactions were submitted to 25 ° C for 10 min, 37 ° C 

for 120 min, and 80 ° C for 5 min. 

 

Test for evaluation and selection of reference genes 

In order to normalize the expression of VEGF-A mRNA regarding 

differences in the quantity and quality of RNA and efficiency of the reverse 

transcription reaction among the samples, five reference genes were assessed 

(Applied Biosystems: GAPDHPN4333764F;  -actin PN4333762F; HPRT1 

PN4333768F; TBP PN4333769F; and RPLPO PN4333761F). With the aid of  
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DataAssist 3.0 software (Applied Biosystems) was chosen two genes  as 

endogenous controls for gene expression of the reactions of all samples.  The 

selection of the best genes for endogenous controls was made by comparing 

the Cycle threshold (Ct) of the samples by DataAssist 3.0 software using the 

database of the logarithmic GeNorm, and genes with the lowest stability values 

(below 1.5) were chosen (RPLPO (0.6488) and HPRT1 (0.788)). 

 

Gene expression analysis through real-time PCRq 

PCRq reactions were performed  in triplicate in 96-well plates in the 

equipment CFX96 Touch ™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), using 

TaqMan MGB probes (Minor Groove Binder) linked to the fluorophore FAM 

(Applied Biosystems). TaqMan MGB probes containing the fluorophore FAM 

attached to the 5' end and a quencher  connected to the non-fluorescent 3' end. 

The fluorescence intensity of the reaction was determined by calculating the 

Rn (Rn = Rn + - Rn -), where RN + corresponds to the emission intensity of 

the fluorophore FAM / emission intensity of ROX at any given time, and Rn-

corresponds to the intensity of emission of the fluorophore from the probe / 

ROX emission intensity before amplification. The calculation of relative 

quantitation was done by method 2-Cq described by Livak and Schimittgen, 

2001 [22]. Normal tissue samples were used as calibrators. The software CFX 

Manager ™ software, qbasePLUS was used to analyze curves. 
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Analysis of expression of the VEGF-Axxx and VEGF-A165b isoforms 

 Fifty samples from a pool of tumors and normal tissue samples showed 

amplification for VEGF- Axxx family. For normal samples, a pool containing equal 

amounts of 43 normal tissue samples was used. The primer set used detects 

isoforms 206, 189, 183, 165 and 148 of VEGF-Axxx. The reactions were 

performed using TaqMan Gene Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems 

), 300nM sense primer (5' AACACAGACTCGCGTTGCAA 3'), 100nM antisense 

primer (5' CGCCTCGGCTTGTCACAT 3') and 250nm TaqMan MGB 6-FAM 

probe (5' AGCTTGAGTTAAACGAAC 3'). Cycling comprised an initial stage at 

95°C for 10 min and 40 cycles of 95°C for 15 seconds and 60° C for 1 min. In 

order to analyze the expression of VEGF-A165b the same sense primer and 

probe VEGF-Axxx were used, as described above. The antisense primer specific 

to the region 8b (5' TTCCTGGTGAGAGATCTGCAAGTA 3') was designed 

using the software PrimerExpress version 3.0 (Applied Biosystems) and detects 

only VEGF-A165b isoform. The amplification reactions for VEGF-A165b isoform 

were performed with 10ul of Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems ) 

, 900 nM of each sense and antisense primer and 250 nMTaqMan MGB 6-FAM 

probe . Cycling comprised an initial stage at 95°C for 10 min and 40 cycles of 

95°C for 15 seconds and 45° C for 1 min. 

The calculation of the relative quantification of all the genes was made by 

method 2-Cq described by Livak and Schimittgen in 2001[22].Normal tissue 

samples (pool) were used as a calibrator and HPRT1 and RPLPO as reference 

genes. The software CFX Manager™, qbasePLUS was used to analyze 

expression curves. 
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STATISTICAL ANALYSIS 

Previous to the conduction of tests using continuous data, the normality 

of their distribution was tested using D'Agostino and Pearson normality test 

using the software GraphPadPrism v.6. The values of relative mRNA 

quantification (RQ) of VEGF-A isoforms in tumors was analyzed by Mann 

Whitney test (Table 1) and the comparison of the expression of the two VEGF-A 

isoforms in breast tumor tissues and normal tissue was performed through 

Wilcoxon Signed Rank Test (Table 2), since data did not present normal 

distribution. The associations between the expression of  VEGF-Axxx and VEGF-

A165b with tumor metastasis and tumor phenotypes were analyzed using 

Binary Logistic Regression, where P values ≤ 0.05 were considered significant. 

 

RESULT 

Expression of isoforms and VEGF-Axxx VEGF-A165b 

Significantly elevated expression of both VEGF-A isoforms, VEGF-Axxx 

and VEGF-A165b was observed in breast tumors compared to adjacent normal 

tissue (Figures 1 and 2). The VEGF-Axxx isoform in the breast tumor tissues 

presented RQ median = 7.73 when compared to normal tissue  (Figure 3). For 

the VEGF-A165b isoform, the average increase of expression in the tumor group 

was 2.9 times higher compared to normal tissue (Figure 4), which proves the 

overexpression of the two VEGF-A isoforms analysed in the breast tumor 

tissue(P=0,065). 

The expression of VEGF-A165b and VEGF-Axxx by Mann-Whitney test, 

showed no significant difference in tumors (P=0.065) (Figure 5). The positive 
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correlation between the two isoforms (VEGF-Axxx VEGF -A165b) was confirmed 

(P <0.0001, r=0.71). 

 

Figure 1.Increased expression of VEGF-Axxxgene (Black) compared to the 

normal pool (Gray Arrow) analysed through PCRq. 

 

Figure 2. Increased expression of VEGF-A165b gene (Black) compared to the 

normal pool (Gray Arrow) analysed through PCRq. 

 

Figure 3. Increased expression ofVEGF-Axxx compared to normal tissue 
(Calibrator; RQ=1) 

 

Figure 4. Increased expression of VEGF-A165b compared to normal tissue 
(Calibrator; RQ=1) 

 

Figure 5. Comparison of the expression of VEGF-Axxx e VEGF-A165b isoforms. 

 

No association was found between the expression of VEGF-Axxx gene 

and the molecular subtypes. There was also no relation between the 

overexpression of this gene with the process of tumor metastasis in breast 

cancer. For the VEGF-A165b gene, no association with tumor phenotypes was 

found. However, downexpression of the VEGF-A165b isoform was significantly 

associated with the metastatic process (OD=4.93; CI=1.03  23.63; p = 0.03) 

(Table1). 

 
 

 
VEGF-Axxx 

VEGF-A165b 

SUBTYPES P value P Value 
Luminal Class 0.863 0.099 
Triple-negative Class 0.606 0.290 
Her2

+ Class 0.473 0.166 

Table 1.Binary Logistic Regression.Relation between VEGF-Axxx and VEGF-A165b subtypes in 
breast cancer 
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DISCUSSION 

The present study has shown that in breast tumor tissue, VEGF-A165b 

and  VEGF-Axxx isoforms exhibit high expression relative to normal breast 

tissue. In relation to isoform VEGF-Axxx , other studies have also found an 

increased expression of this isoform in tumors, including prostate 

carcinoma[23], colon[24] renal cell carcinoma[12] and melanoma[25]. However, 

the finding of the present study concerning the VEGF-A165b isoform does not 

confirms Bates et al. (2002)[12] who has demonstrated decreased expression 

of VEGF-A165b in renal cell carcinoma and attributed an anti-angiogenic role for 

this isoform. 

Studies also show decreased expression of VEGF-A165b isoform in 

various types of cancer [12, 23-25, 29-32], therefore, the high expression of 

VEGF-A165b in breast tumor tissue in this study suggests a differential 

contribution of this isoform in breast cancer. The study by Catena et al. 

(2010)[18] in breast cancer also demonstrated that VEGF-A165b isoform as well 

as VEGF-Axxx  isoforms showed elevated expression in breast tumor tissue 

compared to normal tissue, suggesting a role for this pro-angiogenic isoform. 

Study in bladder carcinoma also showed overexpression expression of this 

isoform in tumor tissues[33].  

Although the pro-angiogenic contribution of the VEGF-A165b isoform in 

this study might be a plausible explanation for the overexpression expression in 

tumor tissues, its expression was decreased in the presence of metastasis. 

Pritchard-Jones et al. (2007)[25] in an experiment using primary malignant 
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melanoma also found an association between downexpression expression of 

VEGF-A165b and metastatic spread, so it is possible that this isoform can be 

less efficient in the angiogenic process. Besides, other factors not assessed in 

this study, also can contribute to the metastatic process of breast cancer such 

as angiopoietin-like 4 (ANGPTL4) that promote functional interactions with 

blood endothelial cells and is secreted by  HIF-1 (Hypoxia-inducible factor-1) in 

situation of the intratumoral hypoxia, similar to VEGF-A.   In human breast 

cancer cells induced by hypoxia, ANGPTL4 is required for hematogenous 

metastasis to the lungs.  Furthermore, ANGPTL4 was shown to bind and active 

integrins that interact with the extracellular matrix, such interaction is required 

for epithelial cells survival [37]. Zhu et al. (2013)[38] demonstrated in vitro that 

inhibition of expression of ANGPTL4 in cancer cell line skin caused an 

increased susceptibility to apoptosis. However, additional studies are required 

to determine whether ANGPTL4 protects hypoxia breast cancer cells from 

apoptosis, thus favoring tumor growth. 

Both of these isoforms, VEGF-A165b and VEGF-Axxx presented 

expression in tumor tissue and, although the VEGF-Axxx has shown higher 

expression compared to VEGF-A165b, this difference was not significant. The 

highest expression of VEGF-Axxx isoform was possibly due to the sequence of 

primers used in this study, which detects five isoforms (206, 189, 183, 165 and 

148), while the sequence used for the VEGF-A165b detects only this isoform. 

Moreover, some studies have shown that when the expression of both families 

(VEGF-Axxx and VEGF-A165b) occurs, the VEGF-Axxx expression is prevalent in 

all tissues[34-36]. 
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Regarding the analysis of molecular subtypes of breast tumors with the 

expression of the VEGF-A  isoforms studied here, there was no association 

between the expression of VEGF-A165b and VEGF-Axxx with molecular subtypes 

of breast cancer. Nevertheless, to our knowledge there are no studies in the 

literature that analyzes the expression profile of VEGF-A165b isoform in breast 

cancer with tumor phenotypic new classification, which makes this pioneer work 

in the molecular study involving family of VEGF-A in breast cancer. This shows 

that even with numerous studies of the VEGF- Axxx and VEGF-Axxxb is still 

necessary a better understanding of the function of these isoforms in the 

formation or inhibition of new blood vessels in pathological situations such as 

breast cancer. 

In conclusion, results from this study suggest that both isoforms (VEGF-

Axxx  and VEGF-A165b) have pro-angiogenic role in breast tumor tissues. 

However, the VEGF-A165b isoform seems to exert this function less efficiently, 

since it has decreased in the presence of metastasis. 

 

List of abbreviations 

ANGPTL4 Angiopoietin-like 4 

ASF/SF2 Serine/arginine-rich splicing factor 

ATP Adenosine Triphosphate 

BC Breast Cancer 

cDNA Complemetar Deoxyribonucleic Acid 

CRC Correctal Cancer 

Ct Cycle threshold 

http://en.wikipedia.org/wiki/Serine/arginine-rich_splicing_factor_1
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DEPC Diethylpyrocarbonate 

DNA Desoxyribonucleic Acid 

dNTPs Desoxirribonucleotídeos Fosfatados 

ECM Extracellular Matrix 

EDTA Ethylenediamine Tetraacetic acid 

EGF Epidermal Growth Factor 

EGFR Epidermal growth factor receptor 

ER Estrogen Receptor 

ESEs Splicing Enhancers 

FAM Carboxyfluorescein 

FAPESP 
Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo  

(São Paulo Research Foundation) 

GAPDH Glyceraldehyde 3-Phosphate Dehydrogenase 

HIF-1 Hypoxia-Inducible factors 

hnRNP Heterogeneous Ribonucleoprotein Particles 

HPRT-1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 

INCA Instituto Nacional do Câncer 

ISEs Splicing Intronic 

mRNA Messenger Ribonucleic Acid 

MVD Microvessel Density 

PDGF Platelet-Derived Growth Factor 

PR Progesterone Receptor 

RCC Renal Cell Carcinoma 

RNA  Ribonucleic Acid 
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ROX Homeobox Gene Family 

RPLPO Large Ribosomal Protein 

RT-PCR Real Time Reaction Chain Polymerase 

SRFs Splicing Regulatory Factors 

SRp40 Splicing Regulatory Protein 

SRp55 Splicing Regulatory Protein 

SRPK SR protein kinases 

TAE Tris-Acetato-EDTA 

TBP TATA Binding Protein 

TKIs Tyrosine Kinase Inhibitors 

VEGF Vascular Endotelial Growth FActor 

VEGF-R Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
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RESUMO 

Introdução: Na ultima década um grande número de pesquisas sobre o 

funcionamento do splicing alternativo do gene VEGF-A tem chamado atenção 

com seus resultados de expressão de suas isoformas. Alguns sugerem que 

uma família deste gene denominada como VEGF-Axxxb apresenta caráter anti-

angiogenico, apresentando baixa expressão em tecidos tumorais enquanto a 

isoforma VEGF-Axxx seria pro-angiogênica por apresentar um aumento de sua 

expressão em tumores. Nosso trabalho mostra que em câncer de mama a 

isoforma VEGF-A165b apresenta uma expressão elevada quando comparado 

com tecido normal, divergindo da maioria dos autores. Além disso, 

relacionamos a expressão destas duas isoformas de VEGF-A com a expressão 

alguns fatores reguladores de Splicing (SRPK1, SRp40, SRp55 e ASF/SF2), já 

que estudos mostram a associação destes fatores com a escolha de 

determinado sitio durante o Splicing do gene VEGF-A resultando na síntese de 

uma das duas isoformas. Métodos: A expressão das isoformas de VEGF-Axxx, 

VEGF-A165b e das proteínas reguladoras de Splicing foram analisadas em PCR 

quantitativa em Tempo Real (qPCR) utilizando amostras de 50 pacientes com 

câncer de mama e 43 amostras de tecido normal adjacente utilizados como 

controle. Resultados: Nós demonstramos expressão elevada das duas 

isoformas (VEGF-Axxx e VEGF-A165b) em tumores quando comparados com 

tecido normal (P=0.001 e P=0.001 respectivamente), porém não encontramos 

diferença significativa quando correlacionamos a expressão das duas 

isoformas (P=0.065). Houve expressão elevada de todas as proteínas 

reguladoras de Splicing quando comparadas com tecido normal (P<0.0001). 
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Encontramos também correlação positiva entre as duas isoformas de VEGF-A 

aqui analisadas e as proteínas reguladoras de Splicing. Conclusão: Os dados 

sugerem que tanto a isoforma VEGF-Axxx quanto VEGF-A165b apresentam 

papel pró-angiogênico em tecidos tumorais mamários. No entanto, a isoforma 

VEGF-A165b parece exercer essa função de forma menos eficiente em câncer 

de mama. A expressão elevada das proteínas reguladoras de Splicing sugerem 

um associação com a expressão dessas isoformas do gene VEGF-A. 

1. INTRODUÇÃO 

O carcinoma invasivo de mama é definido como um grupo de tumores 

epiteliais malignos caracterizados por invadir o tecido adjacente e apresentar 

grande capacidade de desenvolvimento de metástases[1]. Entre os vários tipos 

de neoplasias malignas, o carcinoma de mama é a frequente em mulheres em 

todo mundo[1-2], com incidência crescente[3] e no Brasil, é o que mais causa 

mortes entre as mulheres desde 1979[4].  

A cada ano, cerca de 22% dos casos novos de câncer em mulheres são 

de mama no Brasil[5]. Estima-se que nas próximas décadas haja um grande 

aumento no número de mulheres diagnosticadas com câncer de mama e 

tratadas em países com recursos limitados[6].  

O crescimento e progressão de tumores dependem da angiogênese, 

processo de formação de novos vasos sanguíneos a partir de um endotélio 

vascular preexistente. Os tumores promovem a angiogênese por meio da 

secreção ou ativação de fatores angiogênicos, que estimulam a migração e 

proliferação endotelial e a morfogênese capilar. A avaliação da angiogênese no 
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câncer de mama é de grande importância como um indicador-chave para 

sobrevida e para resposta à terapêutica[7].  

O processo de angiogênese envolve a ação de muitas moléculas em 

distintas cascatas bioquímicas, entre os quais o Fator de Crescimento 

Endotelial Vascular (VEGF-A ou VEGF)[8] que apresenta expressão elevada 

em células de tumorais da mama[9-10].  

O VEGF-A parece ser o fator de crescimento vascular predominante na 

maioria dos tumores[11-12]. Duas famílias de isoformas de VEGF-A são 

geradas por meio da seleção de um sítio alternativo de splicing na extremidade 

3’ do éxon 8, e são denominadas VEGF-Axxx eVEGF-Axxxb  (Figura 1). As 

isoformas VEGF-Axxxb possuem 94-98% de homologia com as isoformas 

VEGF-Axxx, no entanto parece não desencadear o processo angiogênico de 

forma eficiente[13]. Por esse motivo, tem sido sugeridas como fatores anti-

angiogênicos em tumores, apresentando expressão reduzida nesses 

tecidos[11]. 

Além do splicing alternativo que seleciona a região C-terminal do éxon 8, 

a composição dos éxons dentro de cada família de VEGF-A origina pelo menos 

sete tipos de mRNA e sete espécies de peptídeos identificadas pela 

composição de éxons e tamanho de aminoácidos das proteínas finais[14]. As 

isoformas são nomeadas de acordo com o número de aminoácidos do 

monômero, como VEGF-A206,VEGF-A189/VEGF-A189b, VEGF-A183, VEGF-

A145/VEGF-A145b,VEGF-A148, VEGF165/VEGF-A165b, e VEGF121/VEGF-A121b.  

Detalhes do controle molecular da escolha do sítio de splicing da região 

C-terminal de VEGF-A ainda não são totalmente conhecidos[13]. O mecanismo 
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de splicing é influenciado por fatores reguladores de splicing que selecionamos 

éxons a serem transcritos. Esses fatores incluem proteínas SR que contêm 

uma sequência de reconhecimento do RNA e um domínio rico em serina e 

arginina, tais como 9G8, ASF/SF2, SRp40, SRp55, entre outras[15]. 

 Reguladores importantes do processo de splicing também incluem várias 

proteínas SR kinases que fosforilam os domínios serina-arginina encontrados 

em uma variedade de fatores de splicing, tais como as proteínas SR[16]. 

Experimentos in vitro mostraram que a fosforilação desses fatores é importante 

para seu transporte para dentro do núcleo e sua liberação dos sítios de 

estocagem nuclear[17-19]. Uma vez fosforiladas, as proteínas SR podem 

influenciar a seleção do sítio de splicing por mediar as interações entre os 

transcritos nascentes e os componentes do spliceossomo, um complexo de 

proteínas e RNA especializado formado durante o processo de splicing[20]. Em 

relação à regulação do mecanismo de splicing alternativo do gene VEGF-A, 

sabe-se que a proteína quinase SRPK fosforila ASF/SF2, o que favorece o 

splicing proximal e, portanto, a síntese de VEGF-Axxx; já Clk1 resulta na 

fosforilação tanto de ASF/SF2 quanto de SRp55 e SRp40 [21-22], 

apresentando associação com a seleção de splicing distal e com a expressão 

de  VEGF-Axxxb. 

Nosso trabalho analisa a expressão de duas isoformas de VEGF-A em 

tecido tumoral de mama em relação ao tecido normal e também a relação 

destas isoformas com os fatores reguladores de Splicing (SRPK1, SRp40, 

SRp55 e ASF/SF2) através da técnica de PCR quantitativa em Tempo Real. 

2. MATERIAL E METODOS 
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2.1 COLETA DAS AMOSTRAS 

Foram coletadas 50 amostras de tecidos tumorais e 43 de tecidos adjacentes 

diretamente no centro cirúrgico do Hospital de Base de São José do Rio Preto, 

com consentimento da paciente e assinatura do termo de consentimento livre e 

esclarecido. A pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa local. 

As amostras passaram pelo processo de microdissecção para obtenção de 

tecido que apresente a neoplasia e do tecido adjacente. Esse material foi 

identificado e armazenado em nitrogênio líquido até a extração do RNA total. 

 

2.2 EXTRAÇÃO DE RNA TOTAL E REAÇÃO DE TRANSCRIÇÃO 

REVERSA (RT-PCR) 

O RNA total foi extraído do tecido mamário, criopreservado, pelo método de 

Chomezynski e Sacchi (1996)[23], usando o reagente TRIZOL (Invitrogen Life 

Technologies), de acordo com as instruções do fabricante. 

As quantificações das amostras de RNA foram determinadas por sua 

absorbância em comprimentos de onda () de 260 e 280 nm pelo 

espectrofotômetro NanoDrop 1000 (ThermoScientific). DNA complementar 

(cDNA) foi sintetizado utilizando-se o kit comercial High-CapacitycDNA Reverse 

Transcription, de acordo com as instruções do fabricante(Applied Biosystems). 

Em uma reação de 20l, foram utilizados 2g de RNA total, 

desoxinucleotídeostrifosfatados (dNTP) mix 1X, RT randomprimers1X, tampão 

1X e 1ul de Multiscribe Reverse Transcriptase.  Em termociclador, as reações 

foram submetidas a 25ºC por 10 min, 37ºC por 120 min e 80ºC por 5 min. 
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2.3 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA POR Q-PCR 

As reações foram realizadas em triplicata em placas de 96 poços no 

equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad), 

com a utilização de sondas TaqMan MGB (Minorgroovebinder) ligadas ao 

fluoróforo FAM (Applied Biosystems). Previamente à realização das 

quantificações de expressão dos genes alvo, foram avaliados 5 genes de 

referência (Applied Biosystems: GAPDH PN4333764F;  -actina PN4333762F; 

HPRT1 PN4333768F; TBP PN4333769F; e RPLPO PN4333761F) por meio do 

software DataAssist 3.0 (Applied Biosystems), utilizando a base de dados 

logarítimica do GeNorm[24]. Os genes de referência que apresentaram menor 

variação entre os grupos de estudo e que foram selecionados para 

normalização dos dados de expressão gênica, de acordo com Vandesompele 

et al (2002)[25], foram RPLPO e HPRT1. Os cálculos de quantificação relativa 

foram realizados pelo método 2-Cq descrito por Livak e Schimittgen, em 

2001[26]. 

2.3.1 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DAS ISOFORMAS VEGF-AXXX E 

VEGF-A165b 

Cinquenta amostras de tumores e um pool de amostras de tecidos 

normais apresentaram amplificação para a família VEGF-Axxx. Para as 

amostras normais foi utilizado um pool contendo quantidades equivalentes das 

43 amostras de tecidos normais. O conjunto de primers utilizado detecta as 

isoformas 206, 189, 183, 165 e 148 de VEGF-Axxx. As reações foram realizadas 

utilizando-se TaqMan Gene Expression Master Mix 1x (Applied Biosystems), 

300nM de primer senso (5’ AACACAGACTCGCGTTGCAA 3’), 100nM de 

http://www.bio-rad.com/prd/pt/BR/LSR/PDP/LJB1YU15/CFX96_Touchtrade_Real-Time_PCR_Detection_System
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primer anti-senso (5’ CGCCTCGGCTTGTCACAT 3’) ( e 250nM de sonda 

TaqMan MGB 6-FAM (5’ AGCTTGAGTTAAACGAAC 3’). A ciclagem 

compreendeu um estágio inicial a 95ºC por 10 min e 40 ciclos de 95º por 15 

segundos e 60ºC por 1 min. Para análise de expressão do VEGF-A165b, foram 

utilizados o mesmo primer senso e sonda de VEGF-Axxx, conforme descrito 

acima. O primer anti-sense específico para a região 8b 

(5’TTCCTGGTGAGAGATCTGCAAGTA 3’) foi desenhado com auxílio do 

software PrimerExpress versão 3.0 (Applied Biosystems) e detecta somente a 

isoforma VEGF-A165b. As reações de amplificação para isoforma VEGF-A165b 

foram realizadas com 10ul de Gene Expression Master Mix (Applied 

Biosystems), 900 nM de cada primer senso e anti-senso e 250 nM de sonda 

TaqMan MGB 6-FAM. A ciclagem compreendeu um estágio inicial a 95ºC por 

10 min e 40 ciclos de 95º por 15 segundos e 45ºC por 1 min.  

 

2.3.2 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DOS FATORES REGULADORES DE 

SPLICING 

Para análise da expressão de RNAmdos fatores reguladores de splicing 

SRp55, SRp40 e ASF/SF2, foram desenhados pela empresa Applied 

Biosystemsprimerse sondas de acordo com as sequências do DNA 

complementar depositadas no NCBI(SRp55: NM_006275; SRp40: 

NM_001039465.1; ASF/SF2: NM_001078166.1). O ensaio TaqMan Gene 

Expression Assays - Assay-on-Demand (Applied Biosystems, Assay ID 

Hs00177298_m1) foi utilizado para analise do gene SRPK1. 



 

 

80 _____________________________________________________Artigo científico 3 

As reações foram realizadas utilizando-se 100ng de cDNA, TaqMan Gene Expression 

Master Mix 1x (Applied Biosystems) e os primers e as sondas específicas para cada gene 

alvo, na concentração final de 1X. A ciclagem compreendeu um estágio inicial a 95ºC 

por 10 min e 40 ciclos de 95º por 15 seg e 60ºC por 1 min.  

3. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Anteriormente à realização de testes utilizando dados contínuos, os 

dados foram submetidos ao teste da normalidade de D’Agostino e Pearson 

normality test utilizando o programa GraphPadPrismv.6. Os valores de 

quantificação relativa de RNAm (RQ) das isoformas de VEGF-A e das 

proteínas reguladoras de splicing em tumores foi analisada por Wilcoxon 

Signed Rank Test, uma vez que os dados não apresentaram distribuição 

normal. Correlação de Spearman foi utilizada para avaliar a correlação entre os 

níveis de expressão de RNAm entre as proteínas reguladoras e as isoformas 

de VEGF-Axxx e VEGF-A165b, onde valores de P ≤ 0,05 foram considerados 

significantes (Tabela 2). 

4. RESULTADO 

4.1 EXPRESSÃO DE ISOFORMAS VEGF-AXXX E VEGF-A165b  

Para determinar a expressão de VEGF-Axxx e VEGF-A165b em cancer de 

mama e tecidos normais, qPCR utilizando primers que distinguem as duas 

famílias de isoformas foi realizada. Expressão significativamente elevada de 

ambas as isoformas VEGF-Axxx (mediana de RQ = 7.7; P = 0.001) e VEGF-

A165b (mediana de RQ = 2.9; P =0.001) foi observada em tumores de mama em 

relação aos tecidos normais adjacentes (Figuras 1 e 2). 



 

 

81 _____________________________________________________Artigo científico 3 

Para investigar qual das duas famílias de isoformas é mais expressa nos 

tumores, foram comparados os valores de expressão de VEGF-Axxx e VEGF-

A165b por meio do Mann-Witney Test. VEGF-Axxx apresentou expressão mais 

elevada em relação à VEGF-A165b, no entanto a diferença não foi 

estatisticamente significante (P=0,0654) (Figura 3). 
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Figura 1. Expressão elevada de VEGF-Axxx em tumores em relação 
ao tecido normal. O valor de RQ está apresentado em escala 
logarítmica de base 2. Calibrador RQ = 1. 

 

Figura 2. Expressão elevada do VEGF-A165b em relação ao tecido 
normal. O valor de RQ está apresentado em escala logarítmica de 
base 2. Calibrador RQ = 1. 
 

 

P=0.001 

P=0.001 
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4.2 EXPRESSÃO DE FATORES REGULADORES DE SPLICING 

A expressão do RNAm da proteína SRPK1 foi significativamente elevada 

em tumores de mama em relação aos tecidos normais (P<0,0001)(Figure 4). 

Para ASF/SF2, SRp55 e SRp40 o RNAm também apresentou expressão 

significativamente elevada nos tumores (P<0,0001) (Figura 5, 6 and 7). 
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Figure 4.Expressão de RNAm 
de SRPK1 em tumores de 
mama em relação aos tecidos 
normais. Os valores de RQ 
estão apresentados em escala 
logarítmica de base 2. 
Calibrador RQ = 1. 

Figure 5. Expressão de RNAm 
de ASF/SF2 em tumores de 
mama em relação aos tecidos 
normais. Os valores de RQ 
estão apresentados em escala 
logarítmica de base 2. 
Calibrador RQ = 1. 

Figura 3. Expressão elevadadas duas isoformas em tecidos 
tumorais em relação aos tecidos normais.Os valores de RQ 
estão apresentados em escala logarítmica de base 2. 
Calibrador RQ = 1. 

P<0,065 
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4.3 CORRELAÇÃO ENTRE FATORES REGULADORES DE SPLICING E 

VEGF-AXXX E VEGF-A165b 

As proteínas ASF/SF2, SRp55, SRp40 e SRPK1 apresentaram 

correlação positiva com ambas as isoformas de VEGF-A (Tabela 1). 

 

Fatorregulador de splicing VEGF-Axxx VEGF-A165b  

 P value r* P value r* 

ASF/SF2 0.0001 0.5930 0.0001 0.6421 

SRp55 0.0001 0.5773 0.0001 0.6832 

SRp40 0.0001 0.6282 0.0001 0.7489 

SRPK1 0.0013 0.4427 0.0001 0.5951 

 

Correlação positiva também foi evidenciada entre a proteína SRPK1 e as 

proteínas SRASF/SF2, SRp55, SRp40 (Tabela 2). 

 

Figure 6. Expressão de RNAm 
de SRp55 em tumores de mama 
em relação aos tecidos normais. 
. Os valores de RQ estão 
apresentados em escala 
logarítmica de base 2. 
Calibrador RQ = 1. 

Figure 7. Expressão de RNAm 
de SRp40 em tumores de mama 
em relação aos tecidos normais. 
. Os valores de RQ estão 
apresentados em escala 
logarítmica de base 2. 
Calibrador RQ = 1. 

Tabela 1.Correlação entre os fatores reguladores de splicing e as isoformas de VEGF-A em tumores 

de mama 

 

*Fator de correlação de Sperman 
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Discussão 

Nossos resultados mostram expressão elevada da isoforma VEGF-Axxx e 

da isoforma VEGF-A165b em tecido tumoral de mama quando comparados com 

tecido normal. A expressão elevada da isforma VEGF-A em tumores foi 

encontrada como resultado de vários trabalhos incluindo, carcinoma de 

próstata[14], cólon [27] e células renais[11], e melanoma[28]. O aumento da 

expressão de VEGF-Axxx e VEGF-A165b em câncer de mama aqui 

demonstrada, corrobora com resultados de Catena et al., 2010[29], que 

também encontrou um aumento da expressão destas isoformas no mesmo tipo 

tumoral e discorda dos resultados de Bates et al., 2002 [11] que encontrou uma 

expressão diminuída do VEGF-A165b em carcinomas renais. Alguns autores 

sugerem que o VEGF-A165b atua regulando o excesso de angiogênese durante 

condições de crescimento ou controlando a expressão de VEGF-Axxx, uma vez 

que compete com esta última pela ligação ao receptor [30-31]. 

Foi observado que a isoforma VEGF-Axxxb é capaz de induzir a 

fosforilação de VEGFR-2 e a proliferação de células endoteliais de veia 

umbilical humana (HUVECs). Entretanto, a intensidade da resposta 

angiogênica foi menor em relação à VEGF-Axxx. Assim, é possível que a 

Fator Regulador de Splicing SRPK1 

P value r* 

ASF/SF2 <0.0001 0,5748792 

SRp55 <0.0001 0,4737014 

SRp40 <0.0001 0,5615264 

Tabela 2. Correlação entre SRPK1 e ASF/SF2, SRp55 e SRp40. 
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isoforma VEGF-Axxxb possua atividade pró-angiogênica, mas com menor poder 

no mecanismo de angiogênese [29]. Para que possamos entender de forma 

mais eficiente o papel da angiogênese, pesquisas se mostram necessárias 

para o conhecimento do mecanismo de atuação das isoformas do gene VEGF-

A [32].  

Apesar da evidência de que existe um desequilíbrio na quantidade de 

isoformas pró e anti-angiogênicas de VEGF-A em uma variedade de doenças 

[11, 14, 31, 33; 34], pouco é conhecido sobre as vias celulares e moleculares 

que regulam o splicing alternativo do pré-mRNA de VEGF-A, especificamente 

do sítio de splicing 3’dos éxons 8a / 8b[35]. O splicing de éxons depende do 

equilíbrio das atividades das proteínas SR (Serine-rich proteins). Dados 

recentes sobre regulação de splicing das isoformas VEGF-Axxx e VEGF-Axxxb 

mostraram que os fatores ASF/SF2 e SRp40 favorecem a seleção de sítio de 

splicing proximal do pré-mRNA de VEGF-A, com consequente expressão da 

família VEGF-Axxx, enquanto o fator SRp55 favorece a seleção distal, ou seja, a 

expressão de VEGF-Axxxb. Foi observado que o fator SRp55 se liga a uma 

sequência de 35 nucleotídeos da região 3’ não traduzida imediatamente depois 

da região stop codon no éxon 8b, e que a utilização de small hairpin RNAs 

(shRNA) para silenciar o fator SRp55 demonstrou uma significante 

downregulation tanto de SRp55 quanto de VEGF-A165b. Esses resultados 

indicam que fatores como ASF/SF2, SRp40 e SRp55, regulam o splicing 

alternativo do pré-mRNA de VEGF, determinando a região C-terminal[35]. 

 RNAm dos fatores reguladores de splicing investigados, ASF/SF2, 

SRp55, SRp40 e SRPK1, apresentam expressão elevada em tumores de 



 

 

86 _____________________________________________________Artigo científico 3 

mama comparados com tecido normal. Correlação positiva foi evidenciada 

entre ambas isoformas de VEGF-A e todos os fatores de splicing avaliados. 

Esse resultado sugere que ambas famílias de isoformas de VEGF-A são 

significativamente expressas no tecido tumoral mamário com contribuição dos 

fatores de regulação investigados no mecanismo de splicing de VEGF-A.  

A proteína quinase SRPK1 mostrou-se positivamente correlacionada 

com ASF/SF2, SRp55 e SRp40 nos tecidos tumorais. Atualmente sabemos que 

SRPK1 fosforila ASF/SF2, mas pode também fosforilar outros fatores, como 

SRp55. Além disso a regulação das proteínas SRs pode ser realizada por 

varios outros fatores conforme descrito por Prasad et al., (1999)[21] e Lai et al., 

(2003)[22]. 

 Como conclusão, a expressão elevada de ambas as famílias de 

isoformas de VEGF-A em tumores de mama sugere a participação de VEGF-

Axxx e VEGF-A165b na angiogênese tumoral. Além disso, é possível que ocorra 

uma interação entre os fatores reguladores de splicing para promover a 

expressão de ambas as isoformas de VEGF-A, contribuindo para o processo 

de desenvolvimento tumoral. 
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4. CONCLUSÕES 

 

1. Em tecidos tumorais encontramos expressão elevada das duas isoformas VEGF-

A estudadas (VEGF-Axxx e VEGF-A165b) em relação ao pool de tecidos normais, porém 

a diferença de expressão de VEGF-Axxx e VEGF-A165b não foi significante em cancer 

de mama. 

2.  Não houve associação entre as isoforma VEGF-Axxx e VEGF-A165b e os 

subtipos molculares dos tumores mamários. 

3. Foi encontrada associação entre a baixa expressão da isoforma VEGF-A165b e 

metástase. 

4. Todas as proteínas reguladoras de Splicing (ASF/SF2, SRp40; SRp55 e SRPK1) 

apresentaram correlação positiva tanto com VEGF-Axxx quanto com VEGF-A165b. 
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